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   Human Th17 cells express high levels of CD161, a member of the 
Killer cell lectin-like receptor (KLR) family (also referred to as NK 
receptor-P1A (NKRP1A) or KLRB1), as a representative marker. 
CD161 is also expressed on natural killer (NK) cells and NKT cells. 
Lectin-like transcript 1 (LLT1), another KLR family member, was 
recently identified as a ligand for CD161. This interaction may play 
pivotal roles in the immunomodulatory functions of Th17 cells, as 
well as those of NK and NKT cells. However, the molecular basis 
for the interaction is poorly understood. Here we show that the 
extracellular domain of CD161 bound directly to LLT1 with a Kd 
of 48 μM, and with the fast kinetics typical of cell-cell recognition 
receptors. Mutagenesis revealed that the similar membrane-distal 
β-sheet and loop regions of both CD161 and LLT1 were utilized 
for the binding, and notably, these regions correspond to the 
ligand-binding sites for major histocompatibility complex (MHC)-
recognizing KLRs. Furthermore, we found a pair of detrimental 
mutations for both molecules that restored the binding. These results 
reveal a new template model for the recognition mode between 
the KLR family members, and provide insights into the molecular 
mechanism underlying Th17/NK/NKT-mediated immune responses.
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１．はじめに
　ヒト CD161 タンパク質は T ヘルパー 17(Th17) 細胞やナチュラルキラー（NK）細胞、NKT
細胞などに発現している免疫細胞表面受容体である。CD161 タンパク質は Killer cell lectin-
like receptor (KLR) ファミリーに属する 2 型の膜貫通型糖タンパク質であり、ジスルフィド
結合を介して 2 量体を形成する 1)。長い間 CD161 タンパク質のリガンドは不明であったが、
2005 年にようやくそのリガンドとして Lectin-like transcript-1 (LLT1) タンパク質が同定され
た 2,3)。面白いことに、LLT1 タンパク質も CD161 タンパク質同様に、KLR ファミリーに属す
る 2 型の膜貫通型糖タンパク質であり、ジスルフィド結合を介して 2 量体を形成しているこ
とが明らかになった。また、染色体上でもCD161とLLT1は隣接する位置にコードされており、
CD161、LLT1 ともに、その細胞外領域に C 型レクチン様ドメインと呼ばれるドメイン構造




















embryonic kidney (HEK)293 細胞）を用いて発現させた。表面プラズモン共鳴法を用いた相互
作用実験では、一方の分子をセンサーチップ上に固定化し、他方の分子を固定化した分子上
に添加する。固定化する分子は少ないサンプル量で測定を行うことができるため、発現量の
少ない分子を固定化することが多い。LLT1 タンパク質は大腸菌 1 L 培養当たり約 80 mg と
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Fig. 1  The structure and expression construct of LLT1 and CD161.
大量に得ることができるが、CD161 タンパク質は HEK293 細胞で微量しか発現しないため、
CD161 タンパク質を固定化することにした。その際、細胞膜上での配向と同じ配向で固定化
するために、CD161 タンパク質の N 末端にビオチンリガーゼ認識配列が付加した状態で発現
させ、部位特異的にビオチン化を行った (Fig. 1)。ビオチン化 CD161 タンパク質は、ビオチ
ン - アビジンの非常に強力な結合（解離定数 : 10-15 M）を利用して、ストレプトアビジンを化
学的に固定化したセンサーチップ上に固定化した。
2-1．結合解析
　CD161-LLT1 相互作用の親和性を平衡結合解析により求めたところ、解離定数 Kd= 53 μM
で相互作用することが分かった。相互作用をさらに詳しく調べるために、速度論的解析及び
熱力学的解析を行おうとしたが、調製した LLT1 タンパク質が調製後 24 時間程度で沈殿して
しまうために測定を行うことが出来なかった。
　LLT1 タンパク質のアミノ酸配列中にはシステイン残基が 5 個あり、2 本のジスルフィド
結合を形成したとしても 1 個のシステイン残基が残ることになる。ジスルフィド結合を形成
しないシステイン残基は分子間でランダムにジスルフィド結合を形成し、凝集・沈殿の原因
になりやすい。そこで、KLR ファミリータンパク質のうち、アミノ酸配列が LLT1 タンパ
ク質と最もよく似ている（アミノ酸配列相同性 40%）ヒト CD69 タンパク質（hCD69）と配
列アラインメントを行い、ジスルフィド結合を形成できないシステイン残基の予測を行った
（Fig. 2）。アラインメントの結果、LLT1 タンパク質では、CD69 タンパク質で Cys186 に相当
する位置がヒスチジン残基になっているためにジスルフィド結合を形成できなくなっている
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Fig. 2  Amino acid sequence alignment of the CTLDs of (A) LLT1 with human CD69 (hCD69), 
and (B) CD161 with murine Dectin-1 (mDectin-1). Secondary structure elements (β-strands (β),α-
helices (α), and 310 helices (η)) of hCD69 and mDectin-1 are displayed below the alignments. (C) 
Ribbon diagrams of hCD69 (left) and mDectin-1 (right). Each diagram shows side and top views. 
Secondary structure elements are labeled.
ことが分かった。そこで、LLT1 タンパク質の安定性を改善するために、ジスルフィド結合を
形成出来るようにした変異体 (H176C) 及び、ジスルフィド結合を形成出来ないシステイン残
基を除いた変異体 (C163S) を作製した。変異を入れたことで、CD161 タンパク質との相互作
用に影響がないか、また、安定性が改善されているかを確かめた。
　CD161 タンパク質との相互作用に関しては、LLT1 野生型、C163S 変異体、H176C 変異体
ぞれぞれ解離定数 53 μM、52 μM、48 μM であることが確かめられ、変異を入れたことによ
る影響は見られなかった。また、H176C 変異体に関しては安定性が改善されており、沈殿を
形成しなくなった。しかし、C163S 変異体に関しては野生型と同様沈殿してしまい、安定性
は改善されていなかった。そこで、速度論的解析及び熱力学的解析は LLT1 H176C 変異体を
用いて行うことにした。
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Fig. 3  Kinetic analysis of the CD161-LLT1 interaction. LLT1 (H176C) 
at the indicated concentrations, was injected (solid bar) over CD161 (430 
response units (RU)). Rate equations derived from the 1:1 binding model 
were fitted to the association and dissociation phases of all four injections 
(global fitting). Residual errors from the fits are shown in the bottom 
panel.
2-2．速度論的解析及び熱力学的解析
　Fig. 3 に示す速度論的解析の結果、CD161-LLT1 相互作用は結合速度定数 kon=1.1 ±0.1 x 105 
M-1s-1、解離速度定数 koff=5.3±0.55 s-1 と速い結合、速い解離を示すことが分かった。
　また、解離定数から（式 1）を用いて結合に伴うギブス自由エネルギー変化（ΔG）を求め、
さらに、異なる５点の温度で測定を行うことで、（式 2）から結合に伴うエンタルピー変化（ΔH）、
エントロピー変化（－ TΔS）、また、熱容量変化（ΔCp）を求めた（Fig. 4A、Table 1）。
　ΔG=RT lnKd　　　　　　　　　　　　　　　　  （式 1）
　ΔG=ΔH － TΔS + ΔCp( T － 298.15) － ΔCpT ln(T/298.15) （式 2）
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Fig. 4  (A) Thermodynamic analysis of the CD161-LLT1 interaction. (B) Comparison of the 
thermodynamic properties of several protein-protein interactions (at 298.15 K). The values for 
protein-protein interactions (excluding antibody-antigen interactions) are the mean ± S.E. of 30 
distinct interactions.
Table 1  Thermodynamic parameters of the interactions at 25˚C
ΔG ΔH - TΔS ΔCp
Analyte Immobilized
(kcal•mol-1) (kcal•mol-1•K-1)
LLT1 H176C CD161a - 5.9±0.02 - 3.2±0.13 - 2.7±0.11 - 0.41±0.01
TCR MHC - 7.1±0.6 - 14.6±5.4 7.1±5.7 - 0.62±0.37
KIR2DL3 HLA-Cw7 - 7.2 - 4.1 - 3.1 - 0.1








TCR-MHC 相互作用は結合・解離速度が遅いことが分かっている（kon=0.009~0.2 x 105 M-1s-1、









る KLR ファミリータンパク質をもとにして、CD161、LLT1 ともにモデル構造を作製し、そ
れをもとに相互作用様式の推測を行うことにした。
　先にも述べたように、LLT1 タンパク質は hCD69 とアミノ酸配列が良く似ている。また、
CD161 タンパク質はマウス Dectin-1 タンパク質（mDectin-1）とアミノ酸配列が似ている（相




2Kb 7)）（Fig. 5）。そこで、それら複合体の立体構造をもとに CD161 と LLT1 の相互作用領域





Fig. 5  Structure of the KLR-Ligand complex structures. KLRs are depicted by ribbon diagram. 
Ligand binding region of KLR is colored dark grey. Ligands are shown as dark grey surface 











その結果、E179R、K185E、E200R 変異体は LLT1 との相互作用に影響を及ぼさないことが分
かった。しかし、同じ位置のアラニン変異体（E179A、K185A、E200A）は LLT1 との相互作
用が大きく低下することが分かった。R181E、E186R 変異体は LLT1 との相互作用が中程度
低下し、E162R、D183R、Y198A、Y201A、E205R 変異体は LLT1 との相互作用が全くなくなっ
てしまうことが分かった。
　以上のことから、結合に関わると予測した領域の変異体が全て CD161-LLT1 相互作用に影
響を及ぼしていることが分かる。従って、CD161、LLT1 ともに、他の KLR ファミリータン
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Fig. 6  (A) Binding affinities of LLT1 mutants for immobilized CD161 mutants at 
298.15 K. (B) Ribbon diagrams of model structures of LLT1 (upper, dark grey) and 
CD161 (bottom, grey). Each diagram shows side and top views. Residues mutated in 
this study are shown as spheres with detrimental effect in dark grey, and modest effect 
in grey. Dark grey spheres with asterisk indicate the pair of residues that showed 











Fig. 7  Binding analysis strategy of combinations between the LLT1 and CD161 




　CD161 変異体及び LLT1 変異体全ての組み合わせで相互作用を調べた結果（Table 2）、1 組
のペア（E205R (CD161)、K169E(LLT1)）で相互作用が復活することが分かった（Fig. 8）。こ
のことは、CD161 の Glu205 が LLT1 の Lys169 と直接相互作用していることを強く示唆して
いる。
　今回明らかになった Glu205(CD161)-Lys169(LLT1) 相互作用と静電相互作用、親水性 / 疎水
性などを考慮し、それぞれのモデル構造を用いて CD161-LLT1 複合体のモデル構造を構築し






Fig. 8  SPR binding analyses of combinations between the LLT1 and CD161 mutants. 
Filled square and solid line, E205R CD161/wild-type LLT1; filled circle and dashed 
line, wild-type CD161/K169E LLT1; filled triangle and solid line, E205R CD161/K169E 
LLT1
Table 2. Binding affinities of LLT1 mutants for immobilized CD161 mutants at 25˚C.
Kd (μM)
LLT1
CD161 wild-type Y165A N167A K169E R175E R180E K181E
wild-type 48 240 180 nba nb nb nb
E162R 310 nb nb nb nb nb nb
E179R 34 150 120 300 nb nb nb
E179A 393 nb nb nb nb nb nb
R181E 100 210 140 nb nb nb nb
D183R 390 nb nb nb nb nb nb
K185E 55 170 140 310 nb nb nb
K185A 236 180 149 318 nb nb nb
E186R 150 nb nb nb nb nb nb
Y198A nb nb nb nb nb nb nb
E200R 45 nb nb nb nb nb nb
E200A nb nb nb nb nb nb nb
Y201A nb nb nb nb nb nb nb
E205R 370 nb nb 26 nb nb nb
anb, no detectable binding.
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Fig. 9  Schematic model of LLT1 recognition by CD161. Residues mutated in this study 







　CD161 は Th17 細胞や、NK 細胞、NKT 細胞などに発現していることが分かっている。
Th17 細胞はインターロイキン 17 の分泌を介して関節リューマチなど自己免疫疾患や炎症性
の疾患に関与していることが示唆されている 19)。また、CD161 の Th17 細胞での発現レベル
が炎症性の疾患患者で上昇するという報告がある 20)。NK 細胞では、LLT1 は CD161 と相互





Fig. 10  The model structure of the complex between CD161 dimer (grey) and LLT1 
dimer (dark grey).
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